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Description 

La presente invention concerne des anticorps utilises comme agents de pilotage de substances a 
activite pharmacologique, utilises a des fins therapeutiques ou diagnostiques, ainsi que des conjugues actifs 
comportant lesdits agents de pilotage. 

La technique du pilotage des substances a activite pharmacologique est connue. Elle consiste 
essentiellement a adjoindre a ladite substance a activite pharmacologique un anticorps presentant une 
affm.te particuhere pour une partie de I'etre vivant, par exemple des cellules specifiques, lesquelles doivent 
etre plus particulierement atteintes par la substance a activite pharmacologique. 

En theorie, on peut done esperer que I'agent de pilotage amenera la substance a activite pharmacologi- 
que au voisinage ou a I'interieur des cellules a trailer ou a diagnostiquer et que, dans ces conditions au 
voismage desd.tes cellules la concentration en substance active sera tres importante et done permettra une 
meilleure activite therapeutique ou diagnostique. 

En fait, il apparalt que cetle approche theorique ne conduit pas forcement a des resultats parfaitement 
satisfaisants. 

En particulier, bien que I'on ait songe a utiliser a litre d'agents de pilotage des anticorps, les resultats 
qui ont pu etre observes ne sont pas en rapport avec les resultats que I'on pouvait esperer. 

C'est precisement I'un des objets de la presente invention que de definir les caracteristiques des 
anticorps ou des fragments d'anticorps pouvant etre utilises en tant qu'agents de pilotage et qui sont 
susceptibles de fournir des resultats pr<§visibles, a la difference des conjugues utilisant les techniques 
anteneures qui, pour I'essentiel, donnaient des resultats afcSatoires suivant le type d'anticorps utilise ces 
resultats etant, en outre, tres decevants par rapport a ce que I'on pouvait attendre de I'activite desdits 
conjugues. 

C'est pourquoi la presente invention concerne a titre d'agent de pilotage de substances a activite 
pharmacologique ou de substances utiles a des fins diagnostiques, dans des cellules cibles de carcinomes 
humains un anticorps (Ac) ou un fragment d'anticorps, caracterise en ce que : 

a) il s'agit d'un anticorps monoclonal dresse contre la membrane de globules graisseux de lait humain et 
contre la membrane plasmique de cellules cibles de carcinomes humains, 

b) les antigenes (Ag) correspondants ne sont pratiquement accessibles qu'a la surface des cellules 
cibles, 

c) I'Ac ou le fragment d'Ac peut acceder aux cellules cibles, 

d) I'Ac ou le fragment d'Ac est endocyte et a acces aux lysosomes des cellules cibles, 

e) I'Ac ou le fragment d'Ac n'induit pas la disparition definitive des Ag correspondants de la surface des 
cellules cibles. 

Dans ce qui suit, on utilisera souvent la denomination "anticorps" pour designer aussi bien la molecule 
entiere d'immunoglobuline qu'un fragment d'anticorps tel que F(ab), F(ab)' ou F(ab)' 2 ces difterents 
elements etant utiles a titre d'agents de pilotage dans le cadre de la presente invention. 

Le premier critere retenu pour caracteriser les agents de pilotage selon la presente invention est que 
les antigenes correspondants ne soient pratiquement presents ou accessibles qu'a la surface des cellules 
cibles. Dans la majorite" des cas, on souhaitera, en effet, que cet anticorps soit le plus selectif possible • par 
exemple, dans le cas du traitement des cellules tumorales que cet anticorps ne reconnaisse que les 
antigenes presents a la surface des cellules tumorales ; mais dans certains cas, on peut tres bien envisager 
que cette selective soit moins contraignante dans la mesure ou les cellules autres que les cellules cibles 
qui pourraient etre reconnues par les anticorps ne sont pas ou peu affectees par la substance a activite 
pharmacologique ou a accumulation qui est liee a I'agent de pilotage. 

La selective des anticorps en cause peut s'envisager a plusieurs niveaux suivant, d'une part, la nature 
de I antigene vis<§ et, d'autre part, le type d'administration que I'on envisage. 

Tout d'abord, l'antigene correspondant peut etre specifique d'un organe ou d'un type de cellule precis 
et netre present qu'a la surface des cellules dudit organe ou d'un type hystologique particulier Dans ce 
cas, I'anticorps reconnaitra tant les cellules normales que tumorales de cet organe ou de ce type cellulaire 

L'antigene peut §tre associe a une transformation cancereuse et dans ce cas I'anticorps ne pourra 
reconnaftre que les differents types de cellules transformers. 

L'antigene peut egalement etre specifique d'un type de cellules tumorales et dans ce cas I'anticorps ne 
reconnaitra que les cellules de ce type de tumeur. 

Enfin, cet antigene peut §tre present a la surface d'un type de cellules particulier d'un individu 
particulier, comme c'est le cas, par exemple, de I'idiotype des immunoglobulines de surface des lymphocy- 
tes a (normaux ou transformed). 

Lorsque la selective depend du type d'administration de I'Ac envisage, on peut distinguer le cas de 
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I'administralion in vivo des conjugues a des patients ; il est primordial, dans ce cas que I'Ac puisse 
reconnafire toutes les cellules qui constituent la cible therapeutique ou diagnostique, ce qui implique que 
I'Ag soit present a la surface de toutes ou presque toutes les cellules tumorales • ceci afin d'eviter en 
particulier au niveau de la therapeutique, de voir se selectionner un type de cellule particulier qui ne serait 
pas louche par le conjugue. Comme cela a ete dit, dans ce cas, I'Ac peut egalement etre reconnu par 
d'autres cellules de I'organisme, dans la mesure ou elles ne seront pas affectees par Interaction avec la 
substance pilose. 

Dans d'autres cas, bien entendu, il sera indispensable d'avoir une selectivity beaucoup plus fine par 
exemple dans le cas de traitements ex vivo , comme les purges de moelle, ou il est primordial que I'Ac ne 
provoque pas la destruction d'autres cellules que les cellules tumorales. 

La selectivity possible des anticorps en cause, qu'ils soient monoclonaux ou polyclonaux peut etre 
evaluee par des techniques histo-immunochimiques qui permettent d'etablir le profil de I'anticorps monoclo- 
nal et en particulier determiner les types de cellules normales ou tumorales qu'il reconnaft et pour chaque 
cellule la localisation de I'interaction qu'elle soit cytoplasmique, membranaire, ou autre. 

L'un des elements importants au niveau de la selectivity des Ac mis en oeuvre est que ceux-ci ne 
so.ent que peu ou pas presents dans le serum du palient. Dans la mesure ou ces Ag peuvent neutraliser 
les Ac mjectes et provoquer leur capture aspecifique par d'autres cellules cecinecessitera, bien entendu 
avant I'apphcation des conjugues comportant les agents de pilotage selon la presente invention une etude 
serologique prealable du patient a traiter. 

Le second critere mis en evidence dans le cadre de la presente invention est la possibility pour les Ac 
d acceder aux cellules cibles, par exemple aux. cellules tumorales. En effet, on a pu constater. dans certains 
cas, que les anticorps monoclonaux ne pouvaient accSder aux cellules possedant I'Ag correspondant ou 
bien ne pouvaient y acceder qu'en quantite tres faible. 

Cette accessibility peut se faire, soit directement a partir du sang, soit parce que I'agent de pilotage 
peut franchir certaines barrieres vasculaires. D'ailleurs, cette possibility d'acceder aux cellules cibles peut 
dependre egalement de la presence ou non dans le serum du patient d'Ag circulars correspondants 
comme cela a ete dit precedemment, et qui sont susceptibles de limiter I'acces aux cellules cibles 

D'ailleurs, I'acces des Ac a la tumeur, en particulier lorsqu'il s'agit d'anticorps monoclonaux, peut etre 
facility par I utilisation de fragments plutot que de I'immunoglobuline complete. 

Le troisieme critere de selection des anticorps monoclonaux est qu'ils puissent etre endocytes et aient 
acces aux lysosomes des cellules cibles. En effet, il est possible de concevoir des liens stables dans le 
milieu extracellular mais hydrolysables par les enzymes lysosomiaux qui permettent de liberer a I'interieur 
de la cellule la substance a activity pharmacologique ou a accumulation que I'on desire liberer. Idealement 
il faudrail que I'anticorps soit dytache de son antigene dans les lysosomes sous Taction, soit du pH acide' 
so,t des enzymes, et qu'il soit ensuite digere. Mais, alternativement, il peut suffire que I'Ac transite par les 
Se"" 65 P8ndant ^ t6mPS SUffiSant P ° Ur permettre |,h y dro| y se du lient unissant I'Ac a la substance 
Enfin, il est important que ces agents de pilotage qui sont des anticorps n'induisent pas la disparition 
definitive des antigenes de la membrane cellulaire, ce qui implique d'apres endocytose du complex© Ag-Ac 
il y art reappantion de I'Ag a la surface des cellules, soit par suite d'une neosynthese de nouvelles 
molecules d Ag, soit par suite du recyclage des Ag endocytes, soit par suite du passage vers la membrane 
plasmique d Ag qui sont stockes dans un reservoir intracellulaire. 

En effet, il est connu que dans un certain nombre de cas I'interaction d'un Ac, et en particulier lorsque 
celui-ci est plunvalent, avec son Ag induise la disparition de la surface cellulaire, tres probablement par 
endocytose , ceci, bien entendu, va limiter le nombre de molecules de conjugues qui pourront reconnartre 
a cellule able et etre endocytes et.par la meme, limiter la concentration intracellulaire pour obtenir I'effet 
therapeutique ou diagnostique desire, ce qui pourra etre particulierement genant dans le cas de molecules 
a activ.te cytotoxique dont on sait qu'elles doivent, pour etre actives, etre presentes en concentration 
suffisante dans la cellule et pendant une periode suffisamment longue. 

Bien entendu, ('utilisation d'Ac ou de fragments d'Ac a titre d'agents de pilotage pourrait, lorsqu'ils sont 
utilises in vivo, mduire une reaction immunitaire humorale; ainsi il pourrait apparaltre des Ac anti-isotype 
suite a I administration d'Ac de souris a I'homme, c'est pourquoi on prdferera, dans la mesure du possible 
utihser des Ac humains qui devraient permettre de lever cet obstacle ; cependant, meme dans ce cas on 
ne peut exclure. a priori. I'apparition d'Ac anti-allotype et surtout anti-idiotype. 

Ce type de reaction immunologique possible devra, bien entendu, etre pris en compte dans la 
realisation d'un Ac a titre d'agent de pilotage. 

Dans le cadre de la presente invention, on utilisera plus particulierement a titre d'Ac comme agent de 
pilotage un anticorps monoclonal d'origine murine ou humaine ; de fagon encore plus precise, on utilisera 
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grarsseux de lait human (la fusion etant effectuee 3 et 5 mois apres la derniere injection subcutanee) 
conduit a la production d'un grand nombre de cultures d'hybridomes sextant des immunoglobulines 

La selection des hybridomes a ete effectuee en testant, tout d'abord, leur reaction d'anticorps en 
ut.hsant les ant-genes correspondants immobilises, puis la sous-classe d'Ac a ete determined, on a elimme 
les hybridomes secretant des IgM, puis on a etudie la reactivite avec la membrane de cellules MCF-7 en 
culture (cellules dun carcinome humain de la glande mammairo) ot on a, enfin, selectionne les cultures 
d hybridomes qui maintenaient une secretion d'lgG reactives a la fois avec la membrane de globules 
gra.sseux de lait humam et de cellules MCF-7, meme apres congelation a - 80" C 

Ces cultures d'hybridomes ont ete administrees en injection intraperitoneal a des souris et les Ac ont 
ete purifies a partir des ascites qui se sont developpees. 

On a ainsi, retenu 6 anticorps monoclonaux de sous-classes differentes pour une etude plus complete 



Etude des propriet.es des anticorps monoclonaux 



*J* r J T PS monoclonaux P r «P ar ^ * I'exemple 1 ont, tout d'abord, ete studies quant a la 
r In« 4T i T! e 5Tf ^ tiSSUS hUmainS n ° rmaUX (tabl6au ,A ci " anne ^' et neoplasiques (tableau IB 
i lit S h ,0rm f 6hyde et enrob * s a ,a Par des techniques d'immunohistologie 

mdirecte a I a.de d un second anticorps anti-IgG de souris, marque a la peroxydase ' 

D'autres essais complementers effectues ont montre que dans tous les cas I'Ac CT-M-01 <§tait le seul 

L "■ "T** 9 ^ * de mmme 3 ,a surface de toutes les «*■■** neoplasiques 

dorigine mammae, tumeurs primaires et embolies tumorales des vaisseaux veineux et lymphatlques de 

meme que dans les metastases lymphatiques axillaires dans tous les cas testes 

Les 5 autres Ac marquent de fagon aleatoire et heterogene les cellules neoplasiques avec des profils 
particulars pour chacun d'eux. • w 
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Meme echelle de marquage que pour le tableau 1 .A. 
EXEMPLE 3 

Interaction des anticorps monoclonaux avec les cellules MCF-7 

L'etude de la fixation des Ac monoclonaux par les cellules MCF-7 est effectue en utilisant un marquaqe 
a I'hydrogene tritie des anticorps monoclonaux. 

Pour ce faire, une culture confluente de cellules MCF-7 (2.10 6 cellules dans des flacons de 25 cm*) est 
incubee a 4'C pendant 3 heures en presence de differentes concentrations d'anticorps monoclonaux 
marques. A la fin de I'incubation la quantite de marqueur radioactif associe aux cellules est determined La 
constante d'affmite et le nombre de sites antigeniques par cellule caracterisant les differents Ac monoclo- 
naux est calculee par analyse de Scatchard des parametres de fixation. Le nombre des sites antigeniques 
par cellule est estime en attribuant 1 mg de proteines cellulaires a 3.10 s cellules MCF-7 et en tenant 
compte d'une stoechiometrie 1:1 pour la liaison entre les AC et leurs epitopes. 

Les resultats figurent au tableau II ci-annexe. 

Les etudes suivantes ont porte plus particulierement sur r<§tude de I'anticorps CT-M-01 . 

L'etude de la distribution de I'Ac marque dans des cultures de cellules MCF-7 confluentes a permis de 
mettre en Evidence que cet Ac etait endocyte, qu'il se detachait a pH acide et qu'il rejoignait les lysosomes 
ou il est dige>6 (tableau III ci-annexe> 

Ces resultats ont d'ailleurs ete confirmes par I'effet d'un certain nombre de substances connues pour 
interferer avec I'endocytose et la fonction digestive des lysosomes. 
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Des ce ules confluentes de la lignee MCF-7 (2.10* cellules par flacon de 25 cm*) ont ete incubees a4'C 
pendant 3 heures en presence de differentes concentrations des anticorps monoclonaux marques au 3 H A 
#1 It m h , qUant,t ' ^ ma, ' rie ' radi03Ctif aSS0Ci ^ aux Cellules a cleterminee. Les constant 
! I n °? re de S ' teS anti 9 eni ^ es par cellule ont ete determines pour chaque anticorps solont 
me node de Scatchard (1949). Le nombre de sites antigeniques a ete estime en attribuan. 1 mg de protle 

S s ^topes Ce " U,eS MCF " ? ^ " C ° nS,d " ant 5t6Ch '° mme 1:1 <™ ,a de P- 
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Des ce lules MCF-7 confluentes (2.10* par flacon de 25 cm*) ont ete incubees a 37- C pendant 24 heures 
I'cubirnn 6 concentra,i °- *> chacun des anticorps monoclonaux marques A la ffn de 

I ncubation on a determrne le nombre de molecules radioactives associees aux cellules (accumuiaflorS 



MCF-7 
EXEMPLE 4 



Parm, les derives a activite cytotoxique, on a choisi des derives de type anthracvclioue c'^t a rii,* la 

~TS R) et ,a doxorubicine (D0X) et des d ^ s de *** 1 

Tous ces produits sent deja connus pour presenter une activite antitumorale 

„ • 0 037 388 « dans to s articles « A. Trouet et al., 1 982. « B LeTS T 9sT ' 



EXEMPLE 5 



Activite" des conjugues selon I'invention 



humains HEPG Z i I E ***** de ta " 9n6e MCF " 7 ou de «" d'hepatob.astomes 

J^^m^ 6 J° U " .* 37 ' C e " pr<§sence de <*«•«»«* concentrations de 

0 seul a <i*LZ?L ? , ( PP ° rt m ° la,re 1:2 ef VA ' 5 ^spectivement), ainsi qu'avec I'Ac CT-M- 

01 seul a des concentrations analogues et egalement avec les drogues fibres 

J£ LlS^I S n d ' inCU , bati ^' Ce " U,eS S ° nt 6t teSt * es P° ur ,eur con tenu en proteines 

r;Lrrr„:surz.r les c * ,es * n -^»*»- ** — . *» 

rnLTrito Cen " a " 0n a ' Me *" C °'" SS ' M " 0 9 »0*- «n. to 
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TABLEAU IV 

EFFET CYTOTOXIQUE DE LA DAUNORUBICINE |DNH> ft np t a „t„„~ 
(V DS) LIBRES OU CO N „ s O eE S S^mS^SSTSP 

DROGUE DUREE DE UJ0 („ 

L'EXPOSIIION c.Hul.. H.PG2 c.llule. MCF-7 c.llul.. MCF-7 
(lifnee parental.) (aoueclone I) 



24 h. 
6 J. 



CT-M-01 
IgG 



6 h. 
1 J- 
6 J. 



VDS- 

CT-M-01 

IgG 



6 h. 
1 J. 
3 j. 
6 J. 



>1000 
800 



VDS- 
lgG(3) 



(1) 



(2) 
(3) 



1 J. 
3 J. 
6 j. 



>1000 
M000 
1000 



t concentration extraceHulaire de drogue llbre ou conJugu£e 
reouise pour dln.inuer la ouantUe de protel.es cellulaires 
apres 6 jours de culture a 50 X de celle atteinte par dea 
cellules cultivees en absence de drogue, 
valeur non deterainee. 
IgG a apecificite non determined. 



L'absence de nisultats determinants observe avec le conjugue" DNR dans un modele in vitro peut 

l° a U n f e L S °« 0n9 ' ne d3nS 16 f3it QUe 13 ° NR " e P6ut pas a,teindre son site d'^ctivite intracellular en 
quanlite suffisante pour que Ton observe une activite cytotoxique. 

Pour ce qui concerne le conjugue VDS/CT-M-01, on a demontre qu'il etait capable de tuer selective- 

ment les cellules de carcinome mammaire sans affecter les cellules qui ne portent pas les antigenes 
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correspondents a I'anticorps. 

Des essais complementaires ont permis de mettre en evidence que cette activite ne pouvait pas etre 
attribuee au produit cytotoxique libre. 

c Revendications 

Revendications pour les Etats contractants suivants : BE, CH, DE, FR, GB, it, LI, LU, NL, SE 

1. A litre d'agent de pilotage de substances a activite pharmacologique ou de substances utiles a des fins 
d agnost-ques, dans des cellules cib.es de carcinomes humains, un anticorps (Ac) ou un fragment 
to d'anticorps caracterise en ce que : J 

a) il s'agit d'un anticorps monoclonal dresse centre la membrane de globules graisseux de lait 
human et centre la membrane plasmique de cellules cibles de carcinomes humains 
cibles ant ' 9en8S (A9) corres P° ndants sont pratiquement accessibles qu'a la surface des cellules 
's C ) I'Ac ou le fragment d'Ac peut acceder aux cellules cibles, 

d) I'Ac ou le fragment d'Ac est endocyte et a acces aux lysosomes des cellules cibles 

des cellule^cibler"* ^ n ' indUit '* diSpariti ° n d ^ fini,ive des A 9 co ^spondants de la surface 

20 2 ' %T t pMage , s « lon la indication 1, caracterise en ce qu'il est constitue par une molecule 
entiere d immunoglobme ou par un fragment d'anticorps F(ab), F(ab') ou F(ab') 2 . 

3. Agent de pilotage selon I'une des revendications 1 et 2, caracterise en ce que le serum du patient a 
traiter comporte peu ou pas d'Ag correspondants. 

25 

4. Agent de pilotage selon I'une des revendications 1 a 3, caracterise en ce qui s'agit d'un Ac monoclonal 
d ongine munne ou humaine. 

5. Agent de pilotage selon la revendication 4, caracterise en ce qu'il s'agit de I'anticorps CT-M-01 . 

6. Conjugue actif caracterise en ce qu'il comporte un agent de pilotage selon I'une des revendications 1 

fin^LnL" 0 he " ^J" 1 3 une substance * ac «vite pharmacologique ou une substance utile a des 
fins diagnostiques dans des cellules tumorales. 

35 7 " hvdt, 9U i aC,i V e 'T ' a revendiCation 6 ' caracterise en ce que le lien covalent n'est en pratique 
nydrolysd que dans les lysosomes. m'cu. M uo 

8 ' q^Tacide ^ ^ reVendiCa,i ° n 7 ' caract ^ise en ce que I'hydrolyse est une hydrolyse enzymati- 

40 

9 - Seleses des revendications 6 a a caractdris ^ - ce *• ,e - « 

4S 10 " SnTlatmf ' a ? Ve " di T i0n 9 ' CaraCt4riS ' 6n Ce qUe 16 "^icament anticancer est choisi 
45 dans la famille des derives d'anthracyclines ou d'alcaloides vinca. 

11 ' SSfi? TH Se '° n K la reV6 " dicati0n 10 ' caraM en ^ que le composant est choisi parmi la 
vindesine, la daunorubicine et la doxorubicine. 

50 heSinv^^'? rUn ?H deS r6vendications 6 a 1 1 • ca ^rise en ce que le lien covalent est un bras 
nemisuccinyl ou tetrapeptidique. 

c^nt^l Se 'l n Vm t T revendications 6 a * en ce que le composant actif est 

chois, parm, la vmdes.ne, la daunorubicine, la doxorubicine et I'agent de pilotage est I'anticorps CT-M- 

Revendications pour I'Etat contractant suivant : AT 
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1. Precede de preparation d'un agent de pilotage de substances a activite pharmacologique ou de 
substances utiles a des fins diagnostiques, dans des cellules cibles de carcinomes humains caracteri- 
se en ce qu'on utilise un anticorps (Ac) ou un fragment d'anticorps selectionne comme suit • ' 

a) il s'agit d'un anticorps monoclonal dresse centre la membrane de globules graisseux de lait 

humain et centre la membrane plasmique de cellules cibles de carcinomes humains 

cibles am ' 9eneS (A9) corres P° ndants ™ sont pratiquement accessibles qu'a la surface des cellules 

c) I'Ac ou le fragment d'Ac peut acceder aux cellules cibles, 

d) I'Ac ou le fragment d'Ac est endocyte et a acces aux lysosomes des cellules cibles 

des cellu^Jcibler' 11 ^ "''"^ *** '* diSpariti0n d<l,initive des A 9 correspondants de la surface 

2 ' P J°Z d6 T» 13 revendication caracterise en ce qu'il est constitue par une molecule entiere 
d immunoglobine ou par un fragment d'anticorps F(ab), F(ab') ou F(ab') z . 

^ri\r B i e a s ,„r" aic * ns ' s 3 - cara * ,as «- - * s '* *- * »-»— 

5. Precede selon la revendication 4, caracterise en ce qu'il s'agit de I'anticorps CT-M-01 . 

6. Procede de preparation d'un conjugue actif, cauterise" en ce qu'on couple un agent de pilotage selon 

une des revocations 1 a 5, par un lien covalent a une substance a activite pharmacologic^ ou une 
substance utile a des fins diagnostiques dans des cellules tumorales. 

7 " danflet fcso^w ^k^™ 6 ' e " 06 que le lien covalent n ' est en P' ati <^ h/oVolyse que 

8. P^ede selon la revendication 7, caracterise en ce que I'hydrolyse est une hydrolyse enzymatique 
9 " a P nSnce?e!i°x n ' Une revendiCations 6 a 8 ' caracterise en ce que le composant est un medicament 

10 ' 22? Hrlt" ,a / e ^ nd ' ca,ion | 9 ' carac <^ en « *» to medicament anticancer est choisi dans la 
famille des derives d'anthracyclines ou d'alcaloides vinca. 

11. Procede selon la revendication 10, caracterise en ce que le composant est choisi parmi la vindesine, la 
daunorubicine et la doxorubicine. 

12. Procede selon Tune des revendications 6 a 11, caracterise en ce que le lien covalent est un bras 
hemisuccmyl ou tetrapeptidique. 

13. Procede selon I 'une des revendications 6 a 12, caracterise en ce que le composant actif est choisi 
parm, la v.ndesine, la daunorubicine, la doxorubicine et I'agent de pilotage est I'anticorps CT-M-01 

Claims 

Claims for the following Contracting States : BE, CH, DE, FR, GB, IT LI, LU, NL, SE 

1. By way of a targeting agent for substances which show pharmacological activity or substances useful 
foiows in Cardn ° ma tar96t CellS ■ a " antib0dy <Ab) ° r an 3ntib0dy fra9ment ' defined as 

a) it is a monoclonal antibody raised against the membrane of fat globules of human milk and 
against the plasma membrane of human carcinoma target cells, 

b) the corresponding antigens (Ag's) are, in practice, accessible only at the surface of the target 
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c) the Ab or Ab fragment can gain access to the target cells, 

d) the Ab or Ab fragment is endocytosed and has access to 'the lysosomes of the target cells 

e the Ab or Ab fragment does not induce the permanent disappearance of the corresponding Ao's 
of the surface of the target cells. y 

2. The targeting agent as claimed in claim 1, which consists of a whole immunoglobulin in molecule or of 
a Fa, Fab or F(ab') 2 antibody fragment. 

3. The targeting agent as claimed in one of claims 1 and 2, in which the serum of the patient to be treated 
contains few or no corresponding Ag's. 

4 ' origin 3 ^" 9 ^ °' C ' aimS 1 * 3> WhiCh * & monoclonal Ab or murine or human 

5. The targeting agent as claimed in one of claim 1 to 4, which is the antibody CT-M-01 . 

6. An active conjugate, which contains a targeting agent as c.aimed in one of claims 1 to 5, linked through 
a covalent bond to a substance which shows pharmacological activity or intracellular accumulation in 
tumor cells. 

7 ' rysosomes C ° njU9ate ™ iri C ' aim 6 ' in which the covalent bond «. only hydrolyzed in the 

8. The active conjugate as claimed in claim 7, in which the hydrolysis is an acid enzymatic hydrolysis. 

9. The active conjugate as claimed in one of claims 6 to 8, in which the component is an anticancer drug. 

10 - jie iss ™ the ~ drug is chosen from the °< 

11 - e^ssat" - in c,aim 1 °' in which the component is ch ° sen <™ 

12 " claimed in one of claims 6 10 11, in which the cova,ent bond is a hemisucci ^ 

13 ' III 3 ? C ° nj H 9ate aS K Claimed in one of claims 6 to 1 2- in which the active component is chosen 
from vmdesme, daunorubicm and doxorubicin and the targeting agent is the antibody CT-M-01. 

Claims for the following Contracting State : AT 

1 " ^h? SS th< ?. r ! P a ' ati0n ° f 3 tar9etin9 39ent ,0r «"«a"ce8 which show pharmacological activity or 
substances useful for d.agnostic in human carcinoma targe, cells, characterized in that an antibody (Ab 
or an antibody fragment is used defined as follows : ' 
* m ° n0Cl0nal a " 1ibody raised gainst the membrane of fat globules of human milk and 
against the plasma membrane of human carcinoma target cells 

bMhe corresponding antigens (Ag's) are, in practice, accessible only at the surface of the target 

c) the Ab or Ab fragment can gain access to the target cells 

d) the Ab or Ar fragment is endocytosed and has access to the lysosomes of the target cells 

e) the Ab or Ab fragment does not induce the permanent disappearance of the corresponding Ag's 
of the surface of the target cells. 

2. The Process as claimed in claim 1, which consists of a whole immunoglobulin molecule or of a Fab 
i-ab or F(ab ) 2 antibody fragment. 

3. The process as claimed in one of claims 1 and 2, in which the serum of the patient to be treated 
contains few or no corresponding Ag's. 



Copied from 09879443 on 07/21/2004 



EP 0 208 615 B1 

4. The process as claimed in one of claims 1 to 3, which is a monoclonal Ab of murine or human origin. 

5. The process as claimed in one of claims 1 to 4, which is the antibody CT-M-01. 

5 6> o'rSciiri t r? ™° H a : h activ : conju9a,e ' characterized th * * ***** as c^ed in 

IcllTZJ ' e * thr0U9h 3 COVa ' ent bond 10 a substance whi <* shows pharmacological 
activity or intracellular accumulation in tumor cells. 

^ 7. The process as claimed in claim 6, in which the covalent bond is, only hydrolyzed in the lysosomes. 

8. The process as claimed in claim 7, in which the hydrolysis is an acid enzymatic hydrolysis. 

9. The process as claimed in one of claims 6 to 8, in which the component is an anticancer drug. 

75 10. The process as claimed in claim 9, in which the anticancer drug is chosen from the familv of 
anthracycline derivatives or Vinca alkaloid derivatives. V 

11 2£3d" Cta,n, " d jn C ' aim WWCh C ° mPOnent iS Ch0S6n fr0m Vind6sine ' dauncrubicin 

20 

,2 - sssTbSr" 4 in one 01 ciaims 6 ,o " in ,he — « tod - ■ « 

Patentanspriiche 

Patentansprtiche fUr folgende Vertragsstaaten : BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE 

30 1 ' SuSLn^n S H eU T n H <LenkUn9) V ° n Substanzen mit ™" Pharmakologischen Aktivitat oder von 
tlT* X ■•■ 1 d ; agn0St,sche Zwecke -erwendbar sind. in Human-Carcinom-Targetzellen in Form 
ernes Ant,korpers (Ac) oder eines Antikorper-Fragments, dadurch gekennzeichnet, daC 

a) es sich handelt urn einen monoklonalen Antikorper, der gerichtet ist gegen die FettkUaelchen- 
bTd? ran t V ° n H h Um ! n " M i! Ch 96960 P,asma - Me ^ran von Human-Carcinom TargSen 
sL entSPreChende " Ant '9 ene < Aa > nur an der Oberflache der Targetzellen zug^ngKch 

d! ZT^ rP8r ° d ! r d3S An,ik5r P er - Fra 9nnent zu den Targetzellen gelangen kann, 
d irtrgTZlt d u e nd daS ^~ F * m *« «■* «d Zugang zu den Lysosomen 

AnttneTon deTobe^h ^T'TT** Verschwind - entsprechenden 

Antigens von der Oberflache der Targetzellen nicht induziert. 

2. Steuerungsmittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da6 es besteht aus einem vollstandioen 
Immunoglobulin-Molekul oder einem Antikdrper-Fragment F(ab), F(ab') oder F(ab ) 2 V0 " S,andl 9 en 

3 ' ^Z^Tf^ naCh 6inem d6r Ans P r " che 1 2. dadurch gekennzeichnet, dafl das Serum des zu 
behandelnden Pat.enten wenige oder keine entsprechenden Antigene enthalt. 

4. Steuerungsmittel nach einem der AnsprQche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dafl es sich dabei urn 
so einen monoklonalen Antikorper handelt, der von der Maus oder vom Menschen stammT 

5 ' A'ZveXwT 4 ' d3dUrCh 9 6kenn2eichnet - ** - sich dabei handelt urn den 

55 6> bt i rLS U9 d a as d u a 2e rCh " ken, ; ZeiChnet ' ** 68 Sin St «9smitte. nach einem der AnsprQche 1 
Oder a '^hLn V r T ^ Binde9 ' ied ™ ^ SubStanz mit Pharmakologischer Aktivitat 
oder an eine Substanz, d,e fur d.agnostische Zwecke in Tumorzellen verwendbar ist, gebunden ist. 
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11 ~ ssjs rr^cs 9eR ™' das - 

SteuerungsmittelderAntikorperCT-M-01 ist D aunorub,c,n und Doxorub.cn und daC das 

Patentanspriiche fiir folgenden Vertragsstaat : AT 

2 "trT^" ° <ter d0S A, » ik8 '»«" F '»9™™ tan zu .ten T„g, M .„ 98ten „„ 

- %Z£tt^JT~*-" * ~ - SSTT^ 2U -en 

5. V ert ah,e„ „,ch Ansp^eh 4, d,d»h g *„„ 2 . ichnw , dM e5 sich „,„„ ^ m ^ ^ 

50 

pharmakologischer Mtivita, ode an e^e SubsL ^TV" *" SUbSt3n2 mit 

verwendbar ist, kuppelt. fcubstanz, die Mr dtagnost.sche Zwecke in Tumorzellen 

55 
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* ^i^uritr^sLS**. 6 b,s * aat "" cn a-**™**,*. «=* sub,,,,, 

mitt.l der Antikorpe, CT-M-01 fet. Dauoo,„b,c« u „d 0™on,Md„ und da/! das Steuawngs- 
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